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Περίληψη 
Το αντικείμενο της παρούσας διπλωματικής εργασίας είναι η καταγραφή της συμβιωτικής 
μικροβιακής κοινότητας στο άνθος του φυτού Brassica oleracea. Πιο συγκεκριμένα, στην 
παρούσα εργασία έγινε προσπάθεια να απομονωθούν βακτηριακά στελέχη που συμβιώνουν 
ενδοφυτικά του άνθους του φυτού, με την κοινή ονομασία μπρόκολο. 
Το μπρόκολο αποτελεί μία τροφή πλούσια σε βιταμίνες και ιχνοστοιχεία, αρκετά δημοφιλής 
ανά τον κόσμο, καθώς τρώγεται τόσο ωμό όσο και μαγειρεμένο.  
Συγκεκριμένα, μελετήθηκαν μπρόκολα από 3 διαφορετικές πηγές: συμβατικής καλλιέργειας, 
βιολογικής (εισαγωγής από την Ιταλία), και από ερασιτεχνικό αγρό. Ο ενδοφυτικός βακτηριακός 
πληθυσμός μελετήθηκε με την απομόνωση στελεχών σε θρεπτικά μέσα και τον γενετικό 
χαρακτηρισμό αυτών με αλληλούχιση του 16S rDNA. Επίσης δημιουργήθηκε μια 16S rDNA  
βιβλιοθήκη για τον προσδιορισμό των βακτηριακών στελεχών που η καλλιέργεια τους δεν 
επιτεύχθηκε στο πλαίσιο των απομονώσεων αυτής της εργασίας.  
Μέχρι πρότινος το άνθος θεωρούταν το κομμάτι του φυτού, το οποίο ήταν σχετικά 
αποστειρωμένο-απομονωμένο από μικροοργανισμούς. Με την εργασία αυτή αποδείχθηκε ότι 
δεν ισχύει κάτι τέτοιο και ότι υπάρχει μία ολόκληρη ενδοφυτική κοινότητα, ο ρόλος των μελών 
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Abstract 
The present study aims at investigating the symbiotic microbial community of the flower of 
Brassica oleracea. More specifically, in this study we tried to isolate bacterial strains who can 
live symbiotically within the flower of the plant, commonly named as broccoli. 
 Broccoli is a food rich in vitamins and microelements, popular all over the world, as it is 
eaten either raw or cooked. In this study, broccoli from three different sources, were examined: 
from conventional, biological farming and from a personal garden. The endophytic bacterial 
population examined, was isolated in nutrient media and genetically characterized with 16S 
rDNA gene sequencing. A 16s rDNA library was also created, in order to identify the bacterial 
strains, the isolation of which in culture was not achieved during the present study.   
Until recently the flower was considered as the part of the plant that is rather sterilized, 
isolated from microorganisms. With this study it is proved that there is a whole new endophytic 
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1.1 Οικογένεια Brassicaceae ή Cruciferae, Σταυρανθή 
Ανθικός τύπος:   
 Κάλυκας 4μελής 
 Στεφάνη 4μελής 
 Ανδρείο αποτελείται από δύο σπονδυλωτά το ένα 4μελές και το άλλο 2μελές  
 Γυναίκειο αποτελείται από σύμφυση 2 μελών 
 
Εικόνα 1. Ανθίδιο της ανθικής κεφαλής του μπρόκολου  
Περιλαμβάνει ετήσια, διετή ή πολυετή ποώδη φυτά, με ποικιλόμορφα φύλλα, κατ’ εναλλαγή 
άνθη κατά βότρυ που αποκαλύπτουν σχέσεις συγγένειας με τις προγονικές μορφές της 
οικογένειας Capparaceae. Στήμονες τετραδύναμοι (ένα ζεύγος βραχέων και δύο ζεύγη μακρών 
στημόνων). Καρπός κέρας ή κεράτιο, σπανίως κάρυο, που μετά την ωρίμανση ανοίγει στη 
συρραφή των καρπόφυλλων, από κάτω προς τα πάνω και εμφανίζεται στη μέση το μεμβρανώδες 
ψευδοδιάφραγμα, πάνω στο οποίο βρίσκονται τα σπερματάνθη. Σπέρματα ελαιούχα, πολλές 
φορές καυστικά, με μεγάλο έμβρυο και σχεδόν χωρίς ενδοσπέρμιο. 
Διαγνωστικά γνωρίσματα των ειδών της οικογένειας, που ταξινομούνται στα γένη Alyssum, 
Brassica, Cakile, Capsella, Cardamine, Crdaria, Eruca, Erysimum, Lpidium, Lunaria, 
Malcolmia, Raphanus, Sinapis, Sisymbrium κ.α., αποτελούν η μορφή του καρπού, η θέση του 
εμβρύου στο σπέρμα και η διάταξη των νεκταριοφόρων αδένων ( Σαρλής, 1999). 
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Εικόνα 2. Brassicaceae: Α. (α) ανθικό διάγραμμα, (β) άνθος, (γ) καρπός (αρθρωτό κέρας) του Raphanus 
raphanistrum. Β. Lunaria annua: (δ) καρπός (κεράτιο). Γ. Brassica oleracea: (ε) καρπός (κέρας). Δ. Capsella 
bursa-pastoris: στ. καρπός (κεράτιο). Ε. Bunias erucago. ΣΤ. Biscutella laevigata. Ζ. Eruca vesicaria subsp. 
sativa. H. Cheiranthus cheiri. Θ. Cardamine pratensis. I. Malcolmia maritima. 
 
1.2 Brassica spp. 
Καλλιεργούμενες ποικιλίες του Brassica oleracea που χρησιμοποιούνται στη διατροφή του 
ανθρώπου αναφέρονται παρακάτω ( Σαρλής, 1999). 
Β. oleracea (cabbage) κν. κράμβη 
Β. oleracea var. acephala (kale) κν. λαχανίδα 
Β.       «         «   asparagoides (broccoli) κν. μπρόκολο, παραπούλι 
Β.       «         «   botrytis (cauliflower) κν. κουνουπίδι 
Β.       «         «   capitata (common cabbage) κν. λάχανο 
Β.       «         «   gemmifera (Brussels sprouts) κν. λάχανο Βρυξελών 
Β.       «         «   gongyloides (kohlrabi) κν. γογγύλι 
Β.       «         «   rapa (turnip) κν. ρέβα 
Β.       «         «   sabauda κν. λάχανο του Μιλάνου ( Σαρλής, 1999) 
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1.3 Brassica oleracea var. asparagoides (broccoli) 
Το μπρόκολο ανήκει στην οικογένεια λαχανοειδών, του οποίου το μεγάλο άνθος-κεφαλή 
χρησιμοποιείται ως λαχανικό. Η λέξη μπρόκολο προέρχεται από την ιταλική Broccolo, που 
αναφέρεται στην ανθική κεφαλή του λάχανου. Το μπρόκολο συνήθως τρώγεται είτε βρασμένο 
σε νερό είτε στον ατμό, αλλά μπορεί να φαγωθεί και ωμό. Τα φύλλα του μπρόκολου είναι επίσης 
εδώδιμα. 
 
Εικόνα 3. Brassica oleracea.: 1. φύλλο της βάσης, 2. φύλλο του βλαστού, 3. άνθη και καρποί, 4. καρπός, 5. 
λάχανο «πλακωτό», 6. κουνουπίδι, 7. «ακέφαλο» λάχανο, 8. γογγυλώδες λάχανο, 9. λάχανο των Βρυξελλών. 
Το μπρόκολο έχει μεγάλη ανθική κεφαλή, συνήθως σε πράσινο χρώμα, οργανωμένο σε 
μορφή ομοιάζουσα με δένδρο, με κλάδους που φύονται από έναν κύριο βρώσιμο κορμό-βλαστό. 
Η ανθική κεφαλή περιστοιχίζεται από φύλλα. Το μπρόκολο ομοιάζει περισσότερο το 
κουνουπίδι, το οποίο είναι μία διαφορετική ποικιλία από αυτήν του μπρόκολου. 
 
Εικόνα 4. Ανθός φυτού του μπρόκολου, αποτελεί το βρώσιμο κομμάτι του φυτού. 
Το μπρόκολο έχει υψηλή περιεκτικότητα σε βιταμίνη C και φυτικές ίνες, επίσης περιέχει 
πολλά θρεπτικά στοιχεία με αντικαρκινικές ιδιότητες, όπως το διινδολυμεθάνιο και 
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μικροποσότητα σε σελήνιο. Μία απλή μερίδα προσφέρει περισσότερο από 30 mg της βιταμίνης 
C. Το  3,3'-διινδολυμεθάνιο που βρίσκεται στο μπρόκολο είναι ένας πιθανός ρυθμιστής του 
ανοσοποιητικού συστήματος με αντιικές, αντιβακτηριδιακές και αντικαρκινικές ιδιότητες. 
 
Πίνακας 1 Θρεπτικά στοιχεία μπρόκολου. Πηγή: USDA 
Raw Broccoli nutrition value 
nutrients Value per 100g  Unit 
Water 89.30 g 
Energy 34 kcal 
Protein 2.82 g 
Total lipid (fat) 0.37 g 
Carbohydrate, by difference 6.64 g 
Fiber, total dietary 2.6 g 
Sugars, total 1.70 g 
Calcium, Ca 47 mg 
Iron, Fe 0.73 mg 
Magnesium, Mg 21 mg 
Phosphorus, P 66 mg 
Potassium, K 316 mg 
Sodium, Na 33 mg 
Zinc, Zn 0.41 mg 
Vitamin C, total ascorbic acid 89.2 mg 
Thiamin 0.071 mg 
Riboflavin 0.117 mg 
Niacin 0.639 mg 
Vitamin B-6 0.175 mg 
Folate, DFE 63 µg 
Vitamin B-12 0.00 µg 
Vitamin A, RAE 31 µg 
Vitamin A, IU 623 IU 
Vitamin E (alpha-tocopherol) 0.78 mg 
Vitamin D (D2 + D3) 0.0 µg 
Vitamin D 0 IU 
Vitamin K (phylloquinone) 101.6 µg 
Fatty acids, total saturated 0.039 g 
Fatty acids, total monounsaturated 0.011 g 
Fatty acids, total polyunsaturated 0.038 g 
Cholesterol 0 mg 
Caffeine 0 mg 
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Το μπρόκολο επίσης περιέχει και το γλυκοσινολικό οξύ γλουκοραφάνινη (glucoraphanin),  το 
οποίο με υδρόλυση μετατρέπεται στην αντικαρκινική ένωση σουλφοραφάνη (sulforaphane). Μια 
άλλη αξιοσημείωτη ιδιότητα του μπρόκολου είναι ότι αποτελεί σπουδαία πηγή σε ινδολ-3-
καρβινόλη (indole-3-carbinol), μία χημική ένωση που ενισχύει την επιδιόρθωση του DNA στα 
κύτταρα και εμφανίζεται να εμποδίζει την  αύξηση και ανάπτυξη των καρκινικών κυττάρων.  
Το μπρόκολο περιέχει τα υψηλότερα επίπεδα καροτενοειδών συγκριτικά με τα υπόλοιπα μέλη 
της οικογένειας Βrassicaceae Είναι αρκετά πλούσιο σε λουτεΐνη και επίσης παρέχει 
ικανοποιητικά επίπεδα β-καροτίνης. Υψηλά επίπεδα κατανάλωσης μπρόκολου έχει βρεθεί να 
μειώνουν τον κίνδυνο ανάπτυξης καρκίνου του προστάτη. Αναφέρεται επίσης ότι δρα ως 
αποτρεπτικός παράγοντας των καρδιακών νοσημάτων. Ακόμη και τα σπορόφυτα του μπρόκολου 
προτείνονται για τις θεραπευτικές τους ιδιότητες. 
 
1.4 Οικονομική σημασία των Αγγειοσπέρμων. Η περίπτωση του μπρόκολου. 
Τα είδη των Αγγειοσπέρμων αποτελούν για τον άνθρωπο πηγή διατροφής, τεχνικών υλών, 
ενέργειας και φαρμάκων, γεγονός που καθίσταται περισσότερο κατανοητό, όταν για διδακτικούς 
σκοπούς τα φυτά δύνανται να διακριθούν σε εδώδιμα, αρωματικά, κλωστικά, δασικά, 
καλλωπιστικά, μελισσοτροφικά, νομευτικά, τοξικά, φυτά με επιστημονικό και βιολογικό 
ενδιαφέρον, φυτά μεγάλης καλλιέργειας, βαφικά - χρωστικά, αρωματικά και φαρμακευτικά, 
χωρίς να αποκλείεται η περίπτωση ένα φυτό να ανήκει ταυτόχρονα σε δύο, τρεις ή και σε 
περισσότερες κατηγορίες. 
Η εξάρτηση του ανθρώπου από τα φυτά για τα απαραίτητα της υπάρξεώς του, δηλαδή τροφή, 
ένδυση, στέγαση, δημιουργήθηκε από τότε που πρωτοεμφανίστηκε στον πλανήτη. Έτσι, στα 
φυτά αναζήτησε την τροφή του, αφού στη φυσική πυραμίδα της θρέψεως αυτά αποτελούν τη 
βάση της παραγωγής οργανικής ουσίας. 
Στα εδώδιμα φυτά περιλαμβάνονται τα λαχανικά και οι καρποί, που αποτελούν την κύρια 
τροφή του ανθρώπου, ενώ στα αρωματικά φυτά, τα αρτύματα ή καρυκεύματα που απλώς 
συνοδεύουν τις άλλες φυτικές ή ζωικές τροφές. Τα λαχανικά αποτελούν σημαντική πηγή 
ανόργανων αλάτων, βιταμινών και υδατανθράκων. Μερικά επίσης είναι πλούσια σε πρωτεΐνες ή 
περιέχουν και λίπη. 
Το B. oleracea έχει εδραιωθεί ως μία σημαντική τροφή για τον άνθρωπο, λόγω της υψηλής 
συγκέντρωσης θρεπτικών στοιχείων, που λαμβάνει χώρα στα φύλλα τον χειμώνα. Είναι πλούσιο 
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σε βασικά θρεπτικά συστατικά, συμπεριλαμβανομένου και της βιταμίνης C.  
Παρ’ όλο που πιστεύεται πως καλλιεργείται για πολλές χιλιάδες χρόνια, η ιστορία του ως 
εξημερωμένο φυτό δεν είναι καθαρή πριν την Έλληνο-Ρωμαϊκή περίοδο, όπου ήταν πλέον 
εδραιωμένο ως κηπευτικό λαχανικό. Ο Θεόφραστος αναφέρει τρία είδη ράφανου, ένα με σγουρά 
φύλλα, ένα με ίσια φύλλα και ο άγριος τύπος. Αναφέρει επίσης και την αντιπάθεια μεταξύ του 
λάχανου  και της αμπέλου, διότι οι αρχαίοι πίστευαν πως τα λάχανα που φυτρώνουν δίπλα σε 
αμπέλια δίνουν ξεχωριστή γεύση στο κρασί. Έχει υβριδοποιηθεί σε μεγάλη ποικιλία 
καλλιεργήσιμων ειδών όπως κουνουπίδι, μπρόκολο, λάχανο, κ.α., μερικά των οποίων είναι 
δύσκολο να αναγνωριστούν ως μέλη του ίδιου γένους, πόσο μάλλον του ίδιου είδους. (Σαρλής, 
1999). 
 
1.5 Ενδοφυτικοί μικροοργανισμοί 
Στη φύση, τα φυτά αποικοίζονται από πληθώρα μικροοργανισμών. Ο βαθμός της 
μικροβιακής αποίκισης σε ζώντα φυτά-ξενιστές ποικίλει αναλόγως του είδους του φυτού. Οι 
μικροοργανισμοί μπορεί να είναι επιφυτικοί, ενδοφυτικοί ή δυνητικά παθογόνοι. Όταν οι 
μικροοργανισμοί αποικίσουν το φυτό-ξενιστή και ο ιστός του φυτού παραμείνει υγιής, τότε η 
σχέση μεταξύ του μικροοργανισμού και του ξενιστή μπορεί να περιγραφεί ως δυνητικά 
παθογόνος ή ως συμβιωτική. Οι μικροοργανισμοί οι οποίοι εισέρχονται υπό φυσιολογικές 
συνθήκες εντός του ιστού ζώντων αυτότροφων οργανισμών, χωρίς να προκαλούν κάποια 
αισθητά συμπτώματα ασθένειας, χαρακτηρίζονται ως ενδοφυτικοί μικροοργανισμοί. Ωστόσο, οι 
ίδιοι μικροοργανισμοί μπορεί να είναι σαπροφάγοι ή παθογόνοι σε κάποια άλλη χρονική στιγμή. 
Ενδοφυτικοί μικροοργανισμοί έχουν απομονωθεί από ιστούς πολλών ζώντων οργανισμών, 
μεταξύ των οποίων άλγη, λειχήνες, φτέρες, γρασίδι, χορτοδοτικά φυτά και δένδρα που διαβιούν 
σε τροπικές, εύκρατες, βόρειες και αρκτικές συνθήκες. Γενικώς οι ενδοφυτικοί μικροοργανισμοί 
βρίσκονται εντός του ιστού των περισσότερων τμημάτων των φυτών-ξενιστών. 
Ο ορισμός για τον όρο «ενδοφυτικός οργανισμός» που γίνεται αποδεκτός από τους 
περισσότερους ερευνητές σήμερα είναι ο ορισμός κατά Wilson (1995): «Ενδόφυτα είναι 
μύκητες ή βακτήρια που, για μέρος ή για όλη τη διάρκεια του κύκλου ζωής τους, εισχωρούν 
στους ιστούς ζώντων φυτών και προκαλούν μη φαινομενικές και ασυμπτωματικές μολύνσεις εξ’ 
ολοκλήρου εντός του φυτικού ιστού, χωρίς όμως να προκαλούν συμπτώματα ασθένειας. Γι’ 
αυτό, ο όρος ενδόφυτο δεν περιγράφει μόνο την τοποθεσία, αλλά και τη στρατηγική προσβολής 
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που ακολουθεί ένας συγκεκριμένος μύκητας ή βακτήριο, ανεξάρτητα από την ταξινόμηση αυτού 
ή τον κύκλο προσβολής» (Wilson, 1995).    
 
Εικόνα 5. Το φυτό ως ο εκτεταμένος φαινότυπος των ενδοφυτικών μικροοργανισμών. Ενδοφυτικοί 
μικροοργανισμοί συμπεριλαμβανομένου και των ενδοφυτικών μυκήτων του φύλλου (Α), ενδοφυτικά 
βακτήρια του φύλλου (Β), ριζόβια (C), δενδριώδεις μυκορριζικοί μύκητες (D), Μπορούν να προσβάλλουν όλα 
τα όργανα του φυτού, και κατά την παρουσία τους το φυτό επιδεικνύει τον συνήθη φαινότυπό του (αριστερή 
εικόνα). Αυτοί οι ενδοφυτικοί οργανισμοί συμβάλουν τόσο πολύ σε ζωτικής σημασίας χαρακτηριστικά του 
φυτού, που ένα φυτό ελεύθερο από ενδόφυτα θα εμφάνιζε χλώρωση και χαμηλά επίπεδα φωτοσύνθεσης, λόγω 
μείωμένης πρόσληψης θρεπτικών συστατικών, χαμηλών επιπέδων αντίστασης σε στρες προκαλούμενο από 
αβιοτικούς παράγοντες και χαμηλά επίπεδα αντίστασης τόσο σε παθογόνα όσο και σε φυτοφάγους. 
Αποτέλεσμα όλων αυτών είναι η χαμηλή ανταγωνιστική ικανότητα του φυτού και μειωμένες πιθανότητες 
επιβίωσης του στη φύση (δεξιά εικόνα) (Partida-Martinez et al, 2011). 
 
Οι πιθανές ωφέλειες που μπορεί να προσφέρει ο ένας οργανισμός στον άλλο είναι: (α) 
προμήθεια θρεπτικών ουσιών, (β) προμήθεια ενέργειας, (γ) προστασία από δυσμενείς καιρικές 
συνθήκες ή από εχθρούς και (δ) μεταφορά, είτε των ίδιων ατόμων είτε των αναπαραγωγικών 
οργάνων από δυσμενή σε ευνοϊκά περιβάλλοντα. Παρακάτω παρατίθενται παραδείγματα 
αλληλοεπωφελούμενης συμβίωσης: 
 Μυκόρριζες 
Στο σύνολο τους σχεδόν τα φυτά και πολλοί άλλοι αυτότροφοι οργανισμοί "προσβάλλονται" 
στις ρίζες τους από μύκητες, οι οποίοι σχηματίζουν τις μυκόρριζες. Ο μύκητας προμηθεύεται υ-
δατάνθρακες από τα αυτότροφα φυτά και προσφέρει θρεπτικά στοιχεία ή και νερό, τα οποία 
προσλαμβάνει με μεγαλύτερη ευκολία από το έδαφος. Ο σχηματισμός μυκορριζών είναι 
φαινόμενο πολύ διαδεδομένο σε όλες τις φυτοκοινότητες της Γης. Παλαιοντολογικά ευρήματα 
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δείχνουν ότι μυκόρριζες σχημάτιζαν και τα πρώτα φυτικά είδη τα οποία εμφανίσθηκαν στη Γη. 
Πολλά είδη αυτότροφων οργανισμών, που δεν σχηματίζουν ριζικά τριχίδια ή και ρίζες, μπορούν 
να διαβιούν σε ορισμένες περιοχές, γιατί σχηματίζουν μυκόρριζες. 
 Ο πιο συνηθισμένος τύπος συμβιώσεως πραγματοποιείται ανάμεσα σε μέλη της 
οικογένειας φυτών Leguminosae και σε εδαφικά βακτήρια των γενών Rhizobium,. 
Bradyrhizobium, Azorhizobium, Sinorhizobium και Photorhizobium. Η συμβίωση μεταξύ 
αζωτοδεσμευτικών βακτηρίων (γνωστά με το κοινό όνομα ριζόβια) με ψυχανθή φυτά έχει 
μεγάλη γεωργική και οικολογική σπουδαιότητα και, ως εκ τούτου, είναι αυτή που μελετήθηκε 
περισσότερο επισταμένα. Μέσω της συνεργασίας τους αυτής, τα καλλιεργούμενα ψυχανθή 
φυτικά είδη μπορούν να εξασφαλίζουν τις αναγκαίες ποσότητες αζώτου από την ατμόσφαιρα για 
ικανοποιητική απόδοση. Η συνεργασία αυτή μεταξύ αζωτοδεσμευτικών βακτηρίων και 
ψυχανθών υποκαθιστά, τουλάχιστον εν μέρει, τη χρησιμοποίηση των αζωτούχων λιπασμάτων, 
τα οποία για την παρασκευή τους απαιτούν μεγάλες ποσότητες ενέργειας. Για τις 
αναπτυσσόμενες χώρες η καλλιέργεια των ψυχανθών σε μονοκαλλιέργεια ή σε συγκαλλιέργεια 
αντισταθμίζει κάπως την αδυναμία να χρησιμοποιούν τα αζωτούχα λιπάσματα και αμβλύνει το 
παρόν επισιτιστικό πρόβλημα των χωρών αυτών. Σε φτωχά σε άζωτο εδάφη, τα πρόδρομα 
φυτικά είδη (τα είδη των πρώτων σταδίων διαδοχής) είναι ψυχανθή. Με την αζωτοδέσμευση, τα 
ψυχανθή αυξάνουν το διαθέσιμο άζωτο στο έδαφος και παρέχουν έτσι τη δυνατότητα να 
ευδοκιμήσουν και μη ψυχανθή είδη (κυρίως αγρωστώδη), τα οποία γίνονται ανταγωνιστικά και 
τείνουν να εξαφανίσουν τα ψυχανθή (Βερέσογλου, 2004). Τέτοιες συμβιώσεις 
πραγματοποιούνται στα φυμάτια (nodules) που σχηματίζονται επάνω στις ρίζες του φυτού και 
περιέχουν τα αζωτοδεσμευτικά βακτήρια. 
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Εικόνα 6. Ριζικά φυμάτια στη σόγια. Τα φυμάτια είναι ένα αποτέλεσμα μολύνσεως από το Rhizobium 
japonicum 
 
Η συμβιωτική στερέωση του αζώτου πραγματοποιείται σε ειδικευμένες δομές. Συμβιωτικοί 
αζωτοδεσμευτικοί προκαρυωτικοί οργανισμοί κατοικούν μέσα στα φυμάτια (nodules), τα ειδικά 
όργανα του ξενιστού φυτού που είναι διαχωρισμένα από το φυτικό κυτόπλασμα από μεμβράνες 
προερχόμενες από την πλασματική μεμβράνη του φυτού. Στην περίπτωση του φυτού Gunnerα, 
αυτά τα όργανα συνιστούν εμμίσχους αδένες που αναπτύσσονται ανεξαρτήτως του συμβιώντος. 
(Τσέκος, 2004). 
 
1.6 Ρόλος ενδοφυτικών μικροοργανισμών 
Τα ενδοφυτικά βακτήρια μαζί με αυτά της ριζόσφαιρας, συμβάλουν στην αύξηση και 
ανάπτυξη του φυτού. Εντός του φυτού, η πυκνότητα της μικροβιακής κοινότητας των 
ενδοφυτικών βακτηρίων, είναι γενικά μικρότερη από αυτή της ριζόσφαιρας ή των παθογόνων 
βακτηριακών κοινοτήτων. Τα ενδοφυτικά βακτήρια προήλθαν εξελικτικά από τα επιφυτικά και 
τα βακτήρια της ριζόσφαιρας (Rosenblueth et al, 2006). 
Η ρύθμιση των επιπέδων αιθυλενίου στα φυτά από βακτηριακά παραγόμενο απαμινάση του 
1-αμινο-1καρβοξυλικού κυκλοπροπανίου (1-aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase) είναι 
το κλειδί που επιτρέπει την παρέμβαση των βακτηρίων στη φυσιολογία του φυτού. Ενδόφυτα με 
την ιδιότητα παραγωγής του ενζύμου μπορούν να επωφεληθούν από αυτή τη σχέση με το φυτό-
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ξενιστή, καθώς ενισχύεται ο αποικισμός. Με τη σειρά τους, τα φυτά-ξενιστές επωφελούνται με 
τη μείωση του στρες και την αύξηση του ριζικού συστήματος. Αυτός ο μηχανισμός οδηγεί στην 
έννοια των «ικανών» ενδόφυτων, που ορίζονται ως εκείνα τα ενδόφυτα τα οποία είναι 
εξοπλισμένα με γονίδια απαραίτητα για τη διατήρηση της σχέσης μεταξύ φυτού-ενδόφυτου 
(Hardoim et al. 2008).  
Μερικοί ενδοφυτικοί μύκητες επηρεάζουν την ανάπτυξη των φυτών και την ανταπόκριση 
τους σε παθογόνους ή φυτοφάγους μικροοργανισμούς καθώς και στις κλιματολογικές αλλαγές. 
Άλλοι παράγουν χρήσιμους ή ενδιαφέροντες δευτερογενείς μεταβολίτες (Porras-Alfaro et al. 
2011). Γενικώς, οι μικροοργανισμοί επωφελούνται από το ενδοπεριβάλλον του φυτού το οποίο 
παρέχει θρεπτικά στοιχεία, ενώ τα φυτά επωφελούνται από την ενίσχυση της αύξησης και τη 
μείωση του στρες (Hardoim et al. 2008). 
Τα φυτά μπορούν να απαιτήσουν την παρουσία βακτηρίων, απαραίτητων για την ανάπτυξη 
και εδραίωσή τους σε διαφορετικά οικοσυστήματα. Για παράδειγμα, είναι εξαιρετικά δύσκολη η 
καλλιέργεια μοσχευμάτων διαφορετικών ειδών υπό την απουσία βακτηρίων, το οποίο 
υποδεικνύει μία εμπλοκή των τελευταίων στην ανάπτυξη του φυτού. Για παράδειγμα τα 
Rhizobia, αποτελούν ιδανικό παράδειγμα εξελιγμένης σχέσης αμοιβαιότητας μεταξύ φυτών-
βακτηρίων. Η συμβιωτική σχέση ριζοβίων – ψυχανθών αναφέρθηκε παραπάνω. 
 
1.7 Δομή των ενδοφυτικών κοινοτήτων του φυτού 
Όσα γνωρίζουμε μέχρι στιγμής για τη δομή των ενδοφυτικών βακτηριακών κοινοτήτων σε 
διαφορετικά φυτικά είδη, βασίζεται σε μελέτες εξαρτημένες ή όχι από καλλιέργεια. Ο 
συνδυασμός και των δύο παραπάνω τεχνικών σε μία μελέτη είναι ο βέλτιστος, καθώς οι μελέτες 
που βασίζονται στην καλλιέργεια δίνουν την δυνατότητα απομονώσης των μικροοργανισμών, 
ενώ οι μελέτες που είναι ανεξάρτητες καλλιέργειας μπορούν να εντοπίσουν τυχόν αποκλίσεις 
στο σύνολο της ενδοφυτικής κοινότητας. Οι ενδοφυτικές βακτηριακές κοινότητες φαίνεται να 
είναι δυναμικές χρονικά, με τα ενδόφυτα να δίνουν σημάδια ανάπτυξης παράλληλα με την 
φυτική αύξηση και ανάπτυξη. Οι ενδοφυτικές βακτηριακές αποικίες που έχουν μελετηθεί είναι 
απλές σε σύγκριση με αυτές του εδάφους, καθώς οι τελευταίες αποτελούνται από χιλιάδες 
διαφορετικά είδη. Συμπερασματικά, φαίνεται ότι τα φυτά λειτουργούν ως φίλτρα των 
μικροοργανισμών που διαβιούν στο έδαφος, επιλέγοντας μόνο εκείνους που μπορούν να 
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εξελιχθούν σε επιτυχημένα ενδόφυτα. 
Συχνά η σύνθεση των ενδοφυτικών βακτηριακών κοινοτήτων φαίνεται να είναι απρόβλεπτη, 
διότι σημαντικές αποκλίσεις μπορεί να παρατηρηθούν ακόμη και σε μεμονωμένους οργανισμούς 
του ίδιου φυτικού είδους. Γι’ αυτό και είναι δύσκολο να κατανοήσουμε επαρκώς τους 
παράγοντες που καθορίζουν τις ενδοφυτικές βακτηριακές κοινότητες, τόσο σε όρους αφθονίας 
και ισότητας των διάφορων ειδών, όσο και σε όρους της ίδιας τους της φύσης, από τα πρόωρα 
στάδια αποικισμού των ριζών νεαρών φυτών, ως και τις καλά εδραιωμένες κοινότητες που 
αποικούν τα ώριμα φυτά. Προφανώς υπάρχει κάποιου είδους διαφοροποίηση μεταξύ των 
τμημάτων του φυτού και των μικροοργανισμών που τα αποικούν, γεγονός που έχει επιπτώσεις 
στην οικολογική σχέση μεταξύ βακτηρίου και φυτού-ξενιστή (Rosenblueth et al, 2006; Bais HP 
et al, 2006).  
 Διακυμάνσεις αποικισμού στα διάφορα μέρη του φυτού 
Στα φύλλα, στις ρίζες και στους ξυλώδεις βλαστούς συχνά εντοπίζονται σημαντικές διαφορές 
ως προς τα κυρίαρχα μέλη της ενδοφυτικής τους κοινότητας, ακόμη και ως προς τις λειτουργίες 
αυτών. Για παράδειγμα, φύλλα, μίσχοι και ρίζες της μηδικής αποικίζονται από διακριτούς 
μύκητες, οι οποίοι παράγουν ποικίλους δευτερογενείς μεταβολίτες. Αυτές οι διαφορές στις 
ενδοφυτικές κοινότητες μεταξύ των μερών του φυτού, μπορεί να αντανακλούν τόσο εξωτερικές 
περιβαλλοντικές διαφορές όσο και βιολογικές διαφορές μεταξύ των οργάνων και των ιστών του 
φυτού. Στις επιφυτικές ορχιδέες (γένος Lepanthes), στις οποίες οι ρίζες και τα φύλλα είναι 
εξίσου εκτεθειμένα στον αέρα και στο φως, δεν έχουν παρατηρηθεί σημαντικές αλλαγές στις 
ενδοφυτικές τους κοινότητες. 
Ακόμη και εντός του ίδιου φυτού, διαφορετικά φύλλα ή ρίζες, μπορεί να εμφανίζουν 
σημαντικές διαφορές στην ενδοφυτική τους κοινότητα. Μεμονωμένα φύλλα από το τροπικό 
δένδρο Manilkara bidentata, έδειξαν μία ξεκάθαρη διαβάθμιση της ποικιλομορφίας των 
απομονωμένων ενδοφυτικών μικροοργανισμών. Από αυτήν την άποψη, τα φυτά αποτελούν ένα 
γενετικό μωσαϊκό, διότι κάθε όργανο έχει ένα μοναδικό συνδυασμό γονιδίων στο μικροβίωμά 
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1.8 Οικολογία των «ικανών» ενδόφυτων - Τρόπος αποικισμού των φυτών 
Ο κύκλος ζωής των εν δυνάμει ενδόφυτων μπορεί να χαρακτηριστεί ως διφασικός, 
εναλλασσόμενος μεταξύ του φυτού και του εξωτερικού περιβάλλοντος (κυρίως του εδάφους). Η 
συντριπτική πλειοψηφία των μικροοργανισμών που μπορούν να ευδοκιμήσουν εντός του φυτού 
πιθανότατα έχει μία κλίση προς αυτόν τον διφασικό τρόπο ζωής. Στην πραγματικότητα, η 
παρατηρούμενη ποικιλομορφία εντός των φυτών, μπορεί να εξηγηθεί από την ικανότητα των 
διάφορων ενδοφυτικών μικροοργανισμών να εισέλθουν και να παραμείνουν εντός των φυτών-
ξενιστών. Αυτοί οι ενδοφυτικοί μικροοργανισμοί που κυρίως προέρχονται από το έδαφος, 
αρχικά μολύνουν το φυτό-ξενιστή αποικίζοντας π.χ. ανοίγματα στις συνδέσεις των πλάγιων 
ριζών και αμέσως εξαπλώνονται στην κύρια ρίζα. Παρ’ όλο που υπάρχουν και άλλες δίοδοι 
εισόδου στο φυτό (π.χ. πληγές ή τα στόματα των φύλλων), οι ρωγμές/ανοίγματα στη ρίζα 
αποτελούν τα κυριότερα σημεία βακτηριακού αποικισμού (Hardoim et al. 2008). 
Πολλοί ενδοφυτικοί μύκητες αλλά και βακτήρια μεταβιβάζονται μέσω των σπόρων, δηλαδή 
«κάθετα» στον απόγονό τους. Άλλοι πάλι έχουν την ιδιότητα να αποικίζουν τον φυτικό ιστό από 
την πρώτη στιγμή της ύπαρξης του, που αναφέρεται ως «οριζόντια μεταβίβαση» (Partida-
Martinez et al. 2011). 
Τα βακτηριακά κληρονομήσιμα χαρακτηριστικά παίρνουν μέρος σε όλη τη διαδικασία της 
αποίκησης του φυτού και αποκαλούνται κληρονομήσιμα χαρακτηριστικά αποικισμού. Η 
επικοινωνία μεταξύ φυτού-βακτηρίου και αντιστρόφως, διαδραματίζει τον κύριο ρόλο. Ο 
βακτηριακός αποικισμός των ριζών αρχίζει με την αναγνώριση συγκεκριμένων συστατικών των 
εκκρίσεων της ρίζας από τα βακτήρια. Έχει προταθεί η υπόθεση ότι τα φυτά μπορούν να 
επικοινωνήσουν, ώστε να συγκεκριμενοποιήσουν την προσέλκυση μικροοργανισμών για το δικό 
τους οικολογικό και εξελικτικό τους όφελος (Hardoim et al. 2008). 
Οι κυριότεροι παράγοντες που συμβάλλουν στον αποικισμό των φυτικών ιστών από τα 
«ικανά» ενδόφυτα είναι οι παρακάτω: 
- Χημειοταξία 
Ένας καθοριστικός παράγοντας ανταγωνιστικότητας στον αποικισμό των ριζών, είναι η 
κατευθυνόμενη κινητικότητα ως χημειοταξική απάντηση στις ριζικές εκκρίσεις. Οι ρίζες 
εκκρίνουν οργανικά οξέα τα οποία έλκουν το Pseudomonas fluorescens στην τομάτα, ενώ 
υδατάνθρακες και αμινοξέα, προσελκύουν το Corynebacterium flavescens και Bacillus pumilus 
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στο ρύζι. Η φαινομενική εξειδίκευση σε αυτές τις σχέσεις, πιθανότατα συσχετίζεται με τις 
βακτηριακές απαιτήσεις σε θρεπτικά (Hardoim et al. 2008).  
- Προσαρμογή και αποικισμός της ριζικής επιδερμίδας 
Ένα «ικανό» ενδόφυτο το οποίο κινείται προς τις ενεργές ζώνες (περιοχές με αυξημένη 
εκκριτική δραστηριότητα) της ριζόσφαιρας, θα μετατρέψει τον μεταβολισμό του προς ένα 
φυσιολογικό στάδιο βέλτιστης πρόσληψης θρεπτικών στοιχείων, ανταγωνιστικότητας και 
ανάπτυξης. Οι περιβαλλοντικοί αισθητήρες του μικροοργανισμού ανταποκρίνονται σε 
συνθήματα που ενεργοποιούν ένα πρότυπο γονιδιακής έκφρασης απαραίτητο για τον αποικισμό.  
Κοντά στις ρίζες, τα «ικανά» ενδόφυτα πρέπει να προσαρτηθούν στην επιφάνεια των ριζών 
(rhizoplane) προκειμένου να πλησιάσουν τα πρωταρχικά σημεία εισόδου (π.χ. πληγές, το άκρο 
της ρίζας, σημεία εισόδου των πλάγιων ριζών). Όταν πλέον οι μικροοργανισμοί προσαρτηθούν 
στις ρίζες, τείνουν να πολλαπλασιάζονται, ώστε να εδραιώσουν μία μικροαποικία. Σε αυτό το 
στάδιο, είναι καθοριστική η ενζυμική δράση για την αποικοδόμηση των φακέλων των φυτικών 
κυττάρων (Hardoim et al. 2008). 
- Ενδοφυτικός αποικισμός 
Η παραγωγή ενζύμων όπως η ενδογλουκανάσες και η endopolygalacturonidases, φαίνεται 
πως είναι απαραίτητες για αυτή την διαδικασία. Σε αυτό το σημείο τα «ικανά» ενδόφυτα 
μπορούν να πολλαπλασιαστούν γρήγορα εντός του φυτού, συχνά φτάνοντας σε πολύ υψηλούς 
αριθμούς κυττάρων. Το μέγεθος του ενδοφυτικού πληθυσμού εξαρτάται, και απολύτως 
συσχετίζεται με το στάδιο ανάπτυξης του φυτού, οπότε εμφανίζεται διαρκώς αυξανόμενο από το 
στάδιο του φυτάριου και μετά (Hardoim et al. 2008). 
 
1.9 Ενδοφυτικοί μικροοργανισμοί ως καινοτόμος πηγή δευτερογενών μεταβολιτών 
Οι ενδοφυτικοί μικροοργανισμοί αποτελούν ένα γόνιμο έδαφος για εύρεση νέων φαρμάκων 
(Staniek et al. 2008). Ο αριθμός των ευρεσιτεχνιών που χρησιμοποιούν ενδοφυτικούς 
μικροοργανισμούς για την παραγωγή δευτερογενών μεταβολιτών ή με σημαντικές βιολογικές 
λειτουργίες, έχει παρουσιάσει δραματική αύξηση τα τελευταία 20 χρόνια (Priti et al.  2009). Οι 
κλάσεις των βιοδραστικών μεταβολιτών προερχόμενων από ενδοφυτικούς μικροοργανισμούς 
συμπεριλαμβάνουν τα αλκαλοειδή, τις κυτοχαλασίνες, τα πολυκετίδια, τα τερπενοειδή, τα 
φλαβονοειδή και τα στεροειδή (Guo et al.  2008). Στόχοι-δραστικότητας αποτελούν τα 
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βακτήρια, οι μύκητες και τα καρκινικά κύτταρα, ενώ οι κυτταρικοί-στόχοι περιλαμβάνουν την 
κυτταρική διαίρεση, τη μεταφορά της γλυκόζης, την HIV-1 πρωτεάση, και τον κυτοσκελετό 
(Gimenez et al. 2007; Hawksworth et al. 1997; Stierle et al. 1993). 
Σημαντικοί ενδοφυτικοί δευτερογενείς μεταβολίτες ακόμη ανακαλύπτονται. Πολλές ομάδες 
των Convolvulaceae, συμπεριλαμβανομένου του κοινού είδους Ipomoea και των ποικιλιών του, 
είναι ξακουστά για τα εργοταμινικά αλκαλοειδή που περιέχονται στους σπόρους τους, ουσίες 
συγγενικές του LSD (Pendall. 2005). Έχει μόλις πρόσφατα ανακαλυφθεί πως οι ουσίες αυτές 
παράγονται από ενδοφυτικούς μύκητες της οικογένειας Clavicipitaceae (Kucht et al. 2004). Οι 
μύκητες αυτοί είναι ακαλλιέργητοι, αλλά η παρουσία τους γίνεται εμφανής με απευθείας 
αλληλούχιση. Οι ενδοφυτικοί μύκητες μεταβιβάζονται κάθετα μέσω του σπόρου, ενώ φυτά που 
έχουν υποστεί μυκητοκτονική θεραπεία δεν έχουν ούτε μύκητες ούτε αλκαλοειδή (Ahimsa-
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2 Υλικά και Μέθοδοι  
2.1 Απομόνωση ενδοφυτικών μικροοργανισμών 
Προκειμένου να μελετήσουμε τη μικροβιακή κοινότητα του μπρόκολου ακολουθήθηκαν οι 
παρακάτω μεθοδολογίες. Σε κάθε στάδιο αναφέρονται αναλυτικά οι συνθήκες και τα συστατικά 
που χρησιμοποιήθηκαν. Τα δείγματα και τυχόν αλλαγές στη μεθοδολογία αναφέρονται στο 
κεφάλαιο των αποτελεσμάτων εκτενέστερα. 
 
2.1.1 Απολύμανση 
Προκειμένου να μελετηθεί σωστά η ενδοφυτική μικροβιακή κοινότητα του άνθους Brassica 
oleracea, το άνθος απολυμάνθηκε επιφανειακά, για την αποφυγή τυχόν επιμολύνσεων από 
μικροοργανισμούς που δεν ανήκουν στην ενδοφυτική μικροβιακή χλωρίδα. 
Ακολουθήθηκε το ακόλουθο πρωτόκολλο απολύμανσης: 
1. Ξέπλυμα του άνθους με νερό βρύσης  
2. Τα άνθη τεμαχίζονται σε μικρά κομμάτια του 1g  
3. Τα άνθη εμβαπτίζονται σε διάλυμα Τween-20, 0,01% (v/v) για 1 λεπτό. 
4. Ξέπλυμα των άνθεων με αποστειρωμένο αποσταγμένο νερό (3 επαναλήψεις).  
5. Τα άνθη τοποθετούνται στον θάλαμο νηματικής ροής και εμβαπτίζονται σε διάλυμα 
χλωρίνης εμπορίου (NaOCl, 5% v/v), για 10 λεπτά. 
6. Τα άνθη ξεπλένονται με αποστειρωμένο αποσταγμένο νερό εντός θαλάμου νηματικής 
ροής (3 επαναλήψεις). 
7. Τα άνθη εμβαπτίζονται σε διάλυμα αιθανόλης (75% v/v), για 5 λεπτά. 
8. Ακολουθεί ξέπλυμα των άνθεων με αποστειρωμένο αποσταγμένο νερό (3 
επαναλήψεις). 
9. Τα άνθη  παραμένουν εντός θαλάμου πνευματικής ροής για μία νύχτα, προκειμένου 
να απομακρυνθεί η περίσσεια της επιφανειακής υγρασίας. 
10. Από το τελευταίο νερό ξεπλύματος, εμβολιάζουμε 100μl σε τρυβλία petri με θρεπτικό 
διάλυμα LB και PDA. Ακολουθεί επώαση στους 37º και 28º C για ~5 ημέρες, 
αντίστοιχα.  
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Ο τελευταίος εμβολιασμός, χρησιμεύει ως δείκτης της επιτυχούς επιφανειακής απολύμανσης 
του άνθους του μπρόκολου.  
 
2.1.2 Απομόνωση ενδοφυτικών μικροοργανισμών 
Ακολουθείται το παρακάτω πρωτόκολλο, εντός θαλάμου νηματικής ροής: 
1. Λειοτρίβουμε τον φυτικό ιστό, σε αποστειρωμένο γουδί, με φυσιολογικό ορό 
(διάλυμα NaCl 0.05% w/v), και το διάλυμα τοποθετείται για επώαση στους 28ºC, για 
30 λεπτά. 
2. Πραγματοποιούνται δεκαδικές αραιώσεις του διαλύματος μέχρι την αραίωση 10-3. 
3. Από το αρχικό διάλυμα και τις 3 αραιώσεις εμβολιάζονται 500 μl σε 4 τρυβλία petri 
με θρεπτικό υπόστρωμα LB, σε 4 τρυβλία με θρεπτικό υπόστρωμα LB minimal και σε 
άλλα 4 τρυβλία με θρεπτικό υπόστρωμα Μ9. Τα τρυβλία επωάζονται στους 25 ºC, για 
περίπου 3 ημέρες. 
4. Τμήμα του απολυμασμένου άνθους διατηρείται στους 4ºC ως την επόμενη ημέρα, για 
επιβεβαίωση μη αλλαγής χρώματος του φυτικού ιστού, ένδειξη χρήσης της σωστής 
ποσότητας απολυμαντικών μέσων. 
 
2.1.3 Εξαγωγή  ολικού γενωμικού υλικού από τις απομονωμένες βακτηριακές αποικίες  
Οι αποικίες που επιλέχθηκαν για την εξαγωγή του γενετικού τους υλικού, επιλέχθηκαν 
σύμφωνα με τη διαφορετικότητας της εμφάνισης τους. Πιο συγκεκριμένα η υφή, το χρώμα και 
το σχήμα των αποικιών ήταν οι παράγοντες που έκριναν τη διαλογή των αποικιών.   
Για την απομόνωση ολικού γενωμικού υλικού χρησιμοποιήθηκε το kit NucleoSpin® Tissue, 
της εταιρίας Μacherey-Νagel. Ακολουθήθηκε το πρωτόκολλο, σύμφωνα με το εγχειρίδιο της 
εταιρίας. 
Η Διατήρηση του βακτηριακού DNA έγινε στους 20°C. 
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2.1.4 Ενίσχυση τμήματος του γονιδίου που κωδικοποιεί για το 16S rRNA με τη μέθοδο 
της αλυσιδωτης αντίδρασης πολυμεράσης (PCR) 
Με τη χρήση της PCR ενισχύθηκε μία περιοχή του ολικού γενωμικού υλικού των υπό μελέτη 
στελεχών, με τη χρήση συγκεκριμένων ολιγονουκλεοτιδίων – εκκινητών. Η περιοχή ενίσχυσης 
αφορά στο γονίδιο που είναι υπεύθυνο για την κωδικοποίηση του 16S rRNA. Για τη μελέτη του 
γονιδίου που κωδικοποιεί για το 16S rRNA πραγματοποιήθηκε ενίσχυση τμήματος ~1000 
βάσεων. Χρησιμοποιήθηκε αυτόματος κυκλοποιητής της εταιρίας SENSOQUEST. Επίσης 
χρησιμοποιήθηκε το KAPA Taq PCR Kit της εταιρίας KAPABIOSYSTEMS. Οι αλληλουχίες 
των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν παρουσιάζονται στον Πιν. 2. 
 






Εικόνα 7.  Απεικόνιση σταδίων της PCR 
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Το Mix Buffer περιέχει: 















και οι συνθήκες της αντίδρασης είναι οι ακόλουθες: 










Buffer 10x 5 μl 
dNTPs  1 μl 
Forward 
primer, 63F 
(20μM)  1 μl 
Reverse primer, 
1087R (20μM)  1 μl 
KapaTaq 
(5u/μl) 0,2 μl 
ddH2Ost  40,8 μl 
DNA  1 μl 
Total 50 μl 
Στάδια °C Χρόνος κύκλοι 
Αρχική αποδιάταξη 
(initial denaturation)  95ºC 5 λεπτά   
Αποδιάταξη 




(primer annealing) 55ºC 30 δευτερόλεπτα 
Επιμήκυνση (extention) 72ºC 
1 λεπτό και 30 
δευτερόλεπτα 
τελική επιμήκυνση (final 
etention) 72ºC 10 λεπτά   
  Διατήρηση (hold) 4ºC ∞ 
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2.1.5 Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 
Η μέθοδος της ηλεκτροφόρησης ακολουθεί της μεθόδου της pcr, για την επιβεβαίωση 
ενίσχυσης του επιθυμητού τμήματος του γονιδιώματος με την pcr. Στόχος είναι η απομόνωση 
του επιθυμητού τμήματος DNA. Παρασκευάζεται πήκτωμα αγαρόζης (1% w/v), στα βοθρία 
φόρτωσης του οποίου «φορτώνεται» το pcr προϊόν, με παράλληλη προσθήκη μικρής ποσότητας, 
χρωστικής φόρτωσης (loading dye). Δίπλα στα δείγματα «φορτώνουμε» και μικρή ποσότητα 
δείκτη μοριακού βάρους ώστε να είναι δυνατή η εύρεση του αριθμού των ζευγών βάσεων που 
αντιστοιχούν στην υπό μελέτη ζώνη. Ηλεκτροφορούμε στα 90V για περίπου 45 λεπτά. 
 
2.1.6 Απομόνωση - ανάκτηση DNA από το πήκτωμα αγαρόζης 
Για την ανάκτηση του επιθυμητού τμήματος DNA από το πήκτωμα αγαρόζης ακολουθήθηκε 
το πρωτόκολλο του kit NucleoSpin® Gel and PCR clean up, της εταιρίας Μacherey-Νagel .  
 
2.1.7 Ανάγνωση αλληλουχιών & Φυλογενετική ανάλυση 
Η ανάγνωση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας πραγματοποιήθηκε από εξωτερικό αναλυτικό 
εργαστήριο, στη Λάρισα. Ο προσδιορισμός των αλληλουχιών έγινε με σύγκριση αυτών με ήδη 
καταχωρημένες αλληλουχίες της τράπεζας GenBank, με χρήση του αλγόριθμου BLAST, μέσω 
της βάσης δεδομένων NCBI. Οι ακολουθίες ευθυγραμμίστηκαν με χρήση του αλγόριθμου 
ClustalW με χρήση του προγράμματος CLC Sequence Viewer 6. Το φυλογενετικό δένδρο 
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2.2 Κατασκευή 16S rDNA βιβλιοθήκης 
Προκειμένου να ταυτοποιηθούν ενδοφυτικά βακτηριακά στελέχη του άνθους του Brassica 
oleracea που δεν ήταν δυνατόν να απομονωθούν σε καλλιέργεια στα πλαίσια της παρούσας 
μελέτης, έγινε προσπάθεια κατασκευής μίας 16S rDNA βιβλιοθήκης. .  
Για τη διαδικασία αυτήν ακολουθήθηκε το παραπάνω πρωτόκολλο απολύμανσης των άνθεων 
του φυτού Brassica oleracea, ενώ για την απομόνωση ολικού DNA ακολουθήθηκε η μέθοδος 
απομόνωσης  CTAB. 
 
2.2.1 Απομόνωση ολικού DNA από το άνθος του μπρόκολου με τη μέθοδο CTAB 
(Cetyl trimethylammonium bromide) 
Το πρωτόκολλο που ακολουθήθηκε είναι το παρακάτω: 
1. Λειοτρίβουμε τον ιστό του φυτού με υγρό άζωτο σε αποστειρωμένο γουδί, 
μεταφορά της πούδρας σε eppendorf (1,5 ml). 
2. Προσθήκη 200μl CTAB (προθερμασμένο στους 65ºC) και 1 μl β-
μερκαπτοαιθανόλης, επώαση για 10-30 λεπτά στους 65ºC, vortex ανά 10 λεπτά. 
3. Προσθήκη 200 μl διαλύματος SEVAG [χλωροφόρμιο: ισοαμυλική αλκοόλη (3-
methylbutanol) σε αναλογία 24:1], vortex για 30 δευτερόλεπτα. 
4. Φυγοκέντρηση στα 13.000 g για 2 λεπτά. Δημιουργία δύο φάσεων. Μεταφορά της 
άνω φάσης σε καθαρό eppendorf (1,5 ml). 
5. Προσθήκη 0,7 επί του όγκου της άνω φάσης ισοπροπανόλης και επώαση σε 
θερμοκρασία δωματίου για 10 λεπτά. 
6. Φυγοκέντρηση στα 13.000 g για 10 λεπτά και απομάκρυνση του υπερκειμένου. 
7. Ξέπλυμα της pellet που δημιουργείται με προσθήκη 0,5 ml από διάλυμα κρύας 
αιθανόλης (70% v/v). Φυγοκέντρηση στα 13.000 g για 5 λεπτά. 
8. Απομάκρυνση του υπερκείμενου. Επαναληψη της φυγοκέντρησης για 2-3 λεπτά. 
9. Επαναδιάλυση της pellet σε 25μl αποστειρωμένο ddH2Ost, με 1μl RNase. 
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Εικόνα 8. Απεικόνιση βημάτων απομόνωσης γενετικού υλικού από ρύζι με τη μέθοδο CTAB 
 
2.2.2 Ενίσχυση τμήματος του γονιδίου που κωδικοποιεί για το 16S rRNA με τη 
μέθοδο PCR 
Μετά την απομόνωση του DNA ακολουθεί ενίσχυση τμήματος του γονιδίου που κωδικοποιεί 
για το 16S rDNA (~800 bp) με τη μέθοδο της PCR, χρησιμοποιώντας το ζεύγος εκκινητών 63F-
783R (Sakai et al. 2004). Οι συγκεκριμένοι εκκινητές επιλέχθηκαν επειδή απομονώνουν 
βακτηριακό SSU rDNA χωρίς να ενισχύουν αλληλουχίες SSU rDNA των οργανιδίων του φυτού. 
Χρησιμοποιήθηκε αυτόματος κυκλοποιητής της εταιρίας SENSOQUEST. Επίσης 
χρησιμοποιήθηκε το KAPA Taq PCR Kit της εταιρίας KAPABIOSYSTEMS.  
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Το Mix Buffer περιέχει: 
Πίνακας 5 Συστατικά PCR Buffer 
Αντιδραστήρια Ποσότητα 
Buffer 10x 5 μl 
dNTP’s 1 μl 
Forward 
primer, 63F 
(20μM) 1 μl 
Reverse primer, 
783R (20μM) 1 μl 
KapaTaq 
(5u/μl) 0,2 μl 
ddH2Ost 40,8 μl 
DNA 1 μl 
Total 50 μl 
 
με τις ακόλουθες συνθήκες: 
Πίνακας 6 Συνθήκες PCR 
Στάδια °C χρόνος κύκλοι 
Αρχική αποδιάταξη 
(initial denaturation)  95ºC 3 λεπτά   
Αποδιάταξη 




(annealing) 50ºC 1 λεπτό 
Επιμήκυνση (extention) 72ºC 1 λεπτό 
τελική επιμήκυνση (final 
etention) 72ºC 10 λεπτά   
Διατήρηση (hold) 4ºC ∞   
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2.2.3 Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης  
Ακολουθεί ηλεκτροφόρηση του pcr προϊόντος και ανάκτηση της επιθυμητής ζώνης από το 
πήκτωμα αγαρόζης όπως ανωτέρω. Κατά την ηλεκτροφόρηση αναμενόταν ενίσχυση ζώνης 
περίπου 800 bp, που αντιστοιχεί στο βακτηριακό SSU rDNA (Sakai et al. 2004).   
 
2.2.4 Υποκλωνοποίηση 
Αρχή της μεθόδου 
Το κυκλικό κλειστό πλασμίδιο DNA έχει υποστεί πέψη με ένα ή περισσότερα ένζυμα 
περιορισμού και συνδέεται τεχνητά in vitro με ένα ξένο DNA το οποίο φέρει συμπληρωματικά 
άκρα. Τα προϊόντα της αντίδρασης τεχνητής σύνδεσης (ligation reaction) χρησιμοποιούνται για 
να μετασχηματίσουν ένα κατάλληλο στέλεχος E. coli. Για την κλωνοποίηση των τμημάτων 
DNA χρησιμοποιήθηκε ο πλασμιδιακός φορέας pGEM-T Easy (Promega). Ο συγκεκριμένος 
φορέας είναι ευθυγραμμισμένος και έχει μονόκλωνα 3’ άκρα που φέρουν και τα δύο βάσεις 
θυμίνης. Αυτό εμποδίζει την επανακυκλοποίηση του πλασμιδίου και βελτιώνει την ενσωμάτωση 
του ένθετου DNA (insert) στον φορέα. 
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2.2.5 Τεχνητή σύνδεση δύο μορίων DNA (Ligation reaction) 
Με τη μέθοδο αυτή ενώνουμε το ενισχυμένο τμήμα του γονιδιώματος με τον πλασμιδιακό 
φορέα.  
Το πρωτόκολλο που ακολουθήθηκε είναι το εξής: 
 Φωτομετρικός προσδιορισμός της συγκέντρωσης του DNA στο δείγμα. 
 Η αντίδραση Ligation περιλαμβάνει τα παρακάτω αντιδραστήρια: 
 
Πίνακας 7 Συστατικά της αντίδρασης ligation. 
Αντιδραστήρια Ποσότητα 
2x Buffer 5μl 
pGEM-T easy Vector 
(50ng)  0,5 μl 
T4 ligase 1 μl 
Insert DNA 3,5 μl 
ddH2Ost (ως τελικό όγκο 
10 μl) - 
Total 10 μl 
 
Στην αντίδραση ligation η αναλογία των μορίων του πλασμιδίου και του ένθετου DNA 
ρυθμίστηκε στο 1:3 ώστε να εξασφαλιστεί η όσο το δυνατόν μεγαλύτερη πιθανότητα 
ενσωμάτωσης του insert στο πλασμίδιο. Ο υπολογισμός των ng του insert έγινε με τον ακόλουθο 
τύπο: 
 
Εικόνα 10. Εξίσωση υπολογισμού των ng του insert 
 




Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 11:56:15 EET - 137.108.70.7
 32 
2.2.6 Μετασχηματισμός δεκτικών κυττάρων E. coli DH5a (Transformation) 
Με αυτή τη μέθοδο ο πλασμιδιακός φορέας που φέρει το επιθυμητό ένθετο τμήμα DNA 
εισέρχεται στο δεκτικό κύτταρο. Oι αποικίες που έχουν δεχτεί το πλασμίδιο που φέρει το insert, 
εμφανίζονται λευκές μετά την επώαση. Αντιθέτως οι αποικίες με τα μη ανασυνδυασμένα 
πλασμίδια, εμφανίζονται μπλε. Ακολουθείται το παρακάτω πρωτόκολλο: 
1. Ξεπάγωμα των δεκτικών κυττάρων. 
2. Σε 80μl δεκτικών κυττάρων προσθήκη 2μl πλασμιδίων, και παραμονή στον πάγο για 
30 λεπτά. 
3. Επωάση στους 42ºC για 1 λεπτό. 
4. Παραμονή στον πάγο για 2 λεπτά. 
5. Προσθήκη 200μl θρεπτικό διάλυμα LB. 
6. Επωάση στους 37ºC για 60 λεπτά. 
7. Προσθήκη 50μl x-gal (2% w/v) και 10μl IPTG(0,1 Μ).  
8. Στρώσιμο όλης της ποσότητας της αντίδρασης σε τρυβλία petri με θρεπτικό διάλυμα 
LB με αμπικιλίνη. 
9. Επώαση στους 37ºC το πολύ για 18 ώρες. 
 
2.2.7 Επιλογή θετικών κλώνων και επιβεβαίωση ένθεσης του επιθυμητού τμήματος 
DNA με colony PCR 
Επιλέχθηκαν ~ 100 κλώνοι (λευκές αποικίες) προκειμένου να κατασκευαστεί η 16S rDNA 
βιβλιοθήκη. Πραγματοποιήθηκε colony PCR με τους εκκινητές 63F-783R (βλ. συνθήκες στο 
υποκεφάλαιο 2.2.3) σε όλους τους επιλεχθέντες κλώνους προκειμένου να επιβεβαιωθεί η 
ενσωμάτωση του επιθυμητού τμήματος DNA. Παράλληλα πραγματοποιήθηκε εμβολιασμός 
όλων των επιλεχθέντων κλώνων σε υγρή καλλιέργεια LB με αμπικιλίνη για την απομόνωση του 
πλασμιδιακού DNA. Ακολούθησε επώαση όλων των καλλιεργειών LB υπό ανάδευση στους 
37°C το πολύ για 18 ώρες. 
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Εικόνα 11. Colony PCR Plate 
 
2.2.8 Απομόνωση του πλασμιδιακού DNA (Plasmid prep) 
Η απομόνωση του πλασμιδίου έγινε με το kit NucleoSpin® Plasmid ακλουθώντας το 
πρωτόκολλο της εταιρίας Macherey-Nagel. Η διαδικασία που ακολουθήθηκε αναγράφεται στις 
οδηγείες του εγχειριδίου. . 
 
Εικόνα 12. Απεικόνιση διαδικασίας απομόνωσης πλασμιδίου 
 
Τα απομονωμένα πλέον πλασμίδια στάλθηκαν για αλληλούχιση σε εξωτερικό εργαστήριο και 
η φυλογενετική ανάλυση πραγματοποιήθηκε όπως αναφέρθηκε και παραπάνω.  
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3 Αποτελέσματα 
Τα αποτελέσματά που παρουσιάζονται παρακάτω αποτελούν χαρακτηριστικά παραδείγματα 
των κατηγοριών καλλιέργειας που έχουν άμεση πρόσβαση στο καθημερινό τραπέζι του μέσου 
καταναλωτή.  
Παρακάτω παρουσιάζονται τα αποτελέσματα από το μπρόκολο συμβατικής καλλιέργειας, 
που παράχθηκε στην Ιταλία, με κωδική ονομασία BrC. Το μπρόκολο βιολογικής καλλιέργειας 
επίσης έχει καταγωγή από Ιταλία και κωδική ονομασία BrB. Ενώ το μπρόκολο από τον 
ερασιτεχνικό κήπο φέρει την κωδική ονομασία BrF.  
 
3.1 Συμβατική καλλιέργεια 
 
 
Εικόνα 13. Κομμάτι άνθους του μπρόκολου μετά από τη διαδικασία της απολύμανσης, με αναμονή 10 λεπτών 
στο διάλυμα χλωρίνης. 
 
Εικόνα 14. Κομμάτι άνθους του μπρόκολου μετά από τη διαδικασία της απολύμανσης, με αναμονή 5 λεπτών 
στο διάλυμα χλωρίνης. 
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Το δείγμα της συμβατικής καλλιέργειας αποτέλεσε το αρχικό- πιλοτικό δείγμα του 
πειράματος. Για τον λόγο αυτό έχουν γίνει δύο μεταχειρίσεις, μία με εμβάπτιση σε διάλυμα 
χλωρίνης (5% v/v) για 5 λεπτά, και μία για 10 λεπτά.  
 
Εικόνα 15. Aπομονωμένες αποικιίες ενδοφυτικών βακτηρίων από το μπρόκολο συμβατικής καλλιέργειας. 
Από τις απομονωθείσες αποικίες των ενδοφυτικών βακτηρίων απομονώθηκε ολικό DNA από 
κάθε αποικία και ενισχύθηκε με τη μέθοδο της PCR τμήμα του 16S rRNA γονιδίου (βλ. 
κεφάλαιο Υλικά & Μέθοδοι,  παράγραφος 2.1.6 Μετά την ηλεκτροφόρηση των PCR προϊόντων 
πάρθηκε η ακόλουθη φωτογραφία, για τα δείγματα των ενδοφυτικών βακτηρίων που 
απομονώθηκαν από το μπρόκολο της συμβατικής καλλιέργειας. σελ. 31) 
Ενίσχυση τμήματος του γονιδίου που κωδικοποιεί για το 16S rRNA με τη μέθοδο της 
αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR) 
 
Εικόνα 16. Ενίσχυση τμήματος του 16S rRNA γονιδίου των αποικιών ενδοφυτικών βακτηρίων που 
απομονώθηκαν από το μπρόκολο συμβατικής καλλιέργειας, με το ζεύγος εκκινητων 63f-1087r. 
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Η παραπάνω φωτογραφία αποδεικνύει την  ενίσχυση τμήματος μεγέθους περίπου 1000 bp, 
του 16S rRNA γονιδίου. Όπως αναμενόταν το ζεύγος των εκκινητών 63F-1087R  απομόνωσαν 
βακτηριακό 16S rDNA. (Hauben, et al. 1997)  
Τα δείγματα στάλθηκαν για αλληλούχιση σε εξωτερικό εργαστήριο. Παρακάτω 
παρουσιάζονται τα αποτελέσματα ταυτοποίησης των απομονωθέντων ενδοφυτικών βακτηρίων 
του μπρόκολου συμβατικής καλλιέργειας, μέσω του διαχειριστικού προγράμματος Chromas, με 
τη χρήση του αλγόριθμου BLAST της βάσης δεδομένων NCBI. 
 
Πίνακας 8 Παράθεση αποτελεσμάτων ταυτοποίησης των δειγμάτων του μπρόκολου συμβατικής 
καλλιέργειας. Με το ίδιο χρώμα παρουσιάζονται οι απομονώσεις εκείνες που φαίνεται να ταυτοποιούνται ως 




Pseudomonas lurida strain TPEB01 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 
Pseudomonas tolaasii strain 47 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 




Pseudomonas lurida strain TPEB01 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 
Uncultured Pseudomonas sp. clone ASC155 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence 





Uncultured bacterium clone nbw1210e01c1 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence 
Proteobacterium symbiont of Nilaparvata lugens clone TM85-92 16S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 





Uncultured bacterium clone nbw1210e01c1 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence 
Uncultured Acinetobacter sp. clone HM-78 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence 
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Gamma proteobacterium enrichment culture clone 2-4-1 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence 
Gamma proteobacterium enrichment culture clone 2-2-1 16S ribosomal 
RNA gene, partial sequence 




Frigoribacterium faeni strain slg1bF 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 
Frigoribacterium sp. PDD-24b-20 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 





Pseudomonas sp. ps10-15 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Pseudomonas sp. Pier5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 





Pseudomonas sp. ps10-15 16S ribosomal RNA gene, partial sequence  
Pseudomonas sp. Pier5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Pseudomonas salomonii strain +Y14 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 
 
Στον παραπάνω πίνακα παρατίθενται τα 3 πιθανότερα αποτελέσματα ταυτοποίησης, μέσω της 
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3.2 Βιολογική καλλιέργεια 
 Το μπρόκολο βιολογικής καλλιέργειας αγοράστηκε από γνωστή αλυσίδα σούπερ μάρκετ και 
έχει χώρα προέλευσης την Ιταλία. Η κωδική ονομασία του δείγματος αυτού είναι BrB.  
Στο συγκεκριμένο δείγμα έγινε μόνο ένας χειρισμός στο στάδιο της απολύμανσης, 
(εμβάπτιση σε διάλυμα χλωρίνης 5% v/v, για 10 λεπτά). . 
 
Εικόνα 17. Aπομονωμένες αποικιίες ενδοφυτικών βακτηρίων από το μπρόκολο βιολογικής καλλιέργειας, σε 
θρεπτικό υπόστρωμα LB half. 
 
 
Εικόνα 18. Aπομονωμένες αποικιίες ενδοφυτικών βακτηρίων από το μπρόκολο βιολογικής καλλιέργειας, σε 
θρεπτικό υπόστρωμα Μ9. 
 
Οι παραπάνω εικόνες παρουσιάζουν τις απομονωμένες αποικίες από το μπρόκολο βιολογικής 
καλλιέργειας και στα δύο θρεπτικά υποστρώματα. Από τις απομονωθείσες αποικίες των 
ενδοφυτικών βακτηρίων απομονώθηκε ολικό DNA από κάθε αποικία και ενισχύθηκε με τη 
μέθοδο της PCR τμήμα του 16S rRNA γονιδίου (βλ. κεφάλαιο Υλικά & Μέθοδοι, παράγραφος 
2.1.6 Μετά την ηλεκτροφόρηση των PCR προϊόντων πάρθηκε η ακόλουθη φωτογραφία, για τα 
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δείγματα των ενδοφυτικών βακτηρίων που απομονώθηκαν από το μπρόκολο της συμβατικής 
καλλιέργειας. σελ. 31). 
Μετά την ηλεκτροφόρηση των PCR προϊόντων πάρθηκε η ακόλουθη φωτογραφία, για τα 
δείγματα των ενδοφυτικών βακτηρίων που απομονώθηκαν από το μπρόκολο της βιολογικής 
καλλιέργειας. 
 
Εικόνα 19. Ενίσχυση τμήματος του 16S rRNA γονιδίου των αποικιών ενδοφυτικών βακτηρίων που 
απομονώθηκαν από το μπρόκολο βιολογικής καλλιέργειας, με το ζεύγος εκκινητων 63f-1087r. 
 
Τα δείγματα στάλθηκαν για αλληλούχιση σε εξωτερικό εργαστήριο. Παρακάτω 
παρουσιάζονται τα αποτελέσματα ταυτοποίησης των απομονωθέντων ενδοφυτικών βακτηρίων 
του μπρόκολου βιολογικής καλλιέργειας, μέσω του διαχειριστικού προγράμματος Chromas, με 
τη χρήση του αλγόριθμου BLAST της βάσης δεδομένων NCBI. 
 
Πίνακας 9 Παράθεση αποτελεσμάτων ταυτοποίησης των δειγμάτων του μπρόκολου βιολογικής καλλιέργειας. 





Uncultured bacterium clone nbw489c11c1 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence 
Pseudomonas sp. Z56(2013) 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 
Pseudomonas fluorescens strain 76P 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence 
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Uncultured bacterium clone HDB_SIOY429 16S ribosomal RNA 
gene, partial sequence 
Pseudomonas sp. WS01 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 





Pseudomonas viridiflava strain LK10 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence 
Pseudomonas sp. R-41973 partial 16S rRNA gene, strain R-41973 




Pseudomonas fluorescens strain 76P 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence 
Pseudomonas gessardii strain SY7 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 





Pseudomonas fluorescens A506, complete genome 
Pseudomonas reactans strain PDD-47b-7 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence 




Pseudomonas synxantha strain F112 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence 
Pseudomonas sp. AMF2745 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 





Pseudomonas viridiflava strain LK10 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence 
Pseudomonas sp. R-41973 partial 16S rRNA gene, strain R-41973 
Pseudomonas sp. R-41777 partial 16S rRNA gene, strain R-41777 
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Pseudomonas sp. Z56(2013) 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 
Pseudomonas fluorescens strain 76P 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence 





Uncultured bacterium clone nbw489c11c1 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence 
Pseudomonas fluorescens strain 76P 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence 
Pseudomonas gessardii strain SY7 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 
 
3.3 Ερασιτεχνικός αγρός  
Το μπρόκολο αυτό προέρχεται από ερασιτεχνικό αγρό με συγκαλλιέργεια πληθώρας φυτικών 
ειδών. Στον συγκεκριμένο αγρό/κήπο έχουν εφαρμοστεί φυτοφάρμακα είτε άμεσα (απευθείας 
ψεκασμός), είτε έμμεσα (εναπόθεση μέσω ανέμου ή υδροφόρου ορίζοντα). Η κωδική ονομασία 
του δείγματος αυτού είναι BrF και η μεθοδολογία που ακολουθήθηκε είναι ίδια με το δείγμα της 
βιολογικής καλλιέργειας. 
 
Εικόνα 20. Κομμάτι άνθους του μπρόκολου μετά από τη διαδικασία της απολύμανσης, με αναμονή 10 λεπτών 
στο διάλυμα χλωρίνης. 
Οι απομονωμένες αποικίες των ενδοφυτικών μικροοργανισμών παρουσιάζονται στις 
παρακάτω φωτογραφίες, σε τρυβλία petri με θρεπτικό διάλυμα Μ9 και LB half. 
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Εικόνα 21. Aπομονωμένες αποικιίες ενδοφυτικών βακτηρίων από το μπρόκολο από τον ερασιτεχνικό αγρό, σε 
θρεπτικό υπόστρωμα Μ9. 
 
Εικόνα 22. Aπομονωμένες αποικιίες ενδοφυτικών βακτηρίων από το μπρόκολο από τον ερασιτεχνικό αγρό, σε 
θρεπτικό υπόστρωμα LB half. 
. 
Από τις απομονωθείσες αποικίες των ενδοφυτικών βακτηρίων απομονώθηκε ολικό DNA από 
κάθε αποικία και ενισχύθηκε με τη μέθοδο της PCR τμήμα του 16S rRNA γονιδίου (βλ. 
κεφάλαιο Υλικά & Μέθοδοι, παράγραφος 2.1.6 Μετά την ηλεκτροφόρηση των PCR προϊόντων 
πάρθηκε η ακόλουθη φωτογραφία, για τα δείγματα των ενδοφυτικών βακτηρίων που 
απομονώθηκαν από το μπρόκολο της συμβατικής καλλιέργειας. σελ. 31). Μετά την 
ηλεκτροφόρηση των PCR προϊόντων πάρθηκε η ακόλουθη φωτογραφία, για τα δείγματα των 
ενδοφυτικών βακτηρίων που απομονώθηκαν από το μπρόκολο που προέρχεται από τον 
ερασιτεχνικό αγρό. 
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Εικόνα 23. Ενίσχυση τμήματος του 16S rRNA γονιδίου των αποικιών ενδοφυτικών βακτηρίων που 
απομονώθηκαν από το μπρόκολο καλλιέργειας στον ερασιτεχνικό αγρό, με το ζεύγος εκκινητων 63f-1087r. 
 
Εικόνα 24. Ενίσχυση τμήματος του 16S rRNA γονιδίου των αποικιών ενδοφυτικών βακτηρίων που 
απομονώθηκαν από το μπρόκολο καλλιέργειας στον ερασιτεχνικό αγρό, με το ζεύγος εκκινητων 63f-1087r. 
 
Τα δείγματα στάλθηκαν για αλληλούχιση σε εξωτερικό εργαστήριο. Παρακάτω 
παρουσιάζονται τα αποτελέσματα ταυτοποίησης των απομονωθέντων ενδοφυτικών βακτηρίων 
του μπρόκολου καλλιέργειας σε ερασιτεχνικό αγρο, μέσω του διαχειριστικού προγράμματος 
Chromas, με τη χρήση του αλγόριθμου BLAST της βάσης δεδομένων NCBI. 
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Πίνακας 10 Παρουσίαση αποτελεσμάτων φυλογενετικής ταυτοποίησης των δειγμάτων του μπρόκολου που 
καλλιεργήθηκε σε ερασιτεχνικό αγρό. Με το ίδιο χρώμα παρουσιάζονται οι απομονώσεις εκείνες που φαίνεται 




Pseudomonas sp. NBRC 107616 gene for 16S rRNA, partial sequence 
Pseudomonas fragi gene for 16S ribosomal RNA, partial sequence, strain: JCM 5392 




Bacillus subtilis strain Z2010 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
[Brevibacterium] halotolerans strain XFB-Q 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 




Bacillus sp. YI1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Paenibacillus pabuli strain MLL-9 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 





Bacillus sp. B5(2005b) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Bacillus sp. S85 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 




Pseudomonas viridiflava strain LK10 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Pseudomonas sp. R-41973 partial 16S rRNA gene, strain R-41973 




Pseudomonas sp. Z56(2013) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Pseudomonas fluorescens strain 76P 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 




Pseudomonas synxantha strain F127 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Pseudomonas sp. AMF2745 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 




Pseudomonas viridiflava strain LK10 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Pseudomonas sp. R-41973 partial 16S rRNA gene, strain R-41973 
Pseudomonas sp. R-41777 partial 16S rRNA gene, strain R-41777 
BrF9 
  
Uncultured bacterium partial 16S rRNA gene, clone 8B2-E7 
Uncultured bacterium partial 16S rRNA gene, clone 8B1-B4 
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Pseudomonas sp. NBRC 107616 gene for 16S rRNA, partial sequence 
Pseudomonas fragi gene for 16S ribosomal RNA, partial sequence, strain: JCM 5392 




Bacillus sp. L74 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Bacillus sp. L67 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 




Pseudomonas viridiflava strain LK10 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Pseudomonas sp. R-41973 partial 16S rRNA gene, strain R-41973 




Pseudomonas sp. AMF2745 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Uncultured bacterium clone nbw489c11c1 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence 




Bacillus sp. L74 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Bacillus sp. L67 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Bacillus sp. L37 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
 
3.4 Φυλογενετική ανάλυση απομονωθέντων ενδοφυτικών βακτηρίων 
Η νουκλεοτιδική αλληλουχία του τμήματος του 16S rRNA γονιδίου των ενδοφυτικών 
βακτηρίων που απομονώθηκαν στην παρούσα μελέτη από άνθη Brassica oleracea διαφορετικής 
προέλευσης, ευθυγραμμίστηκε, χρησιμοποιώντας τον αλγόριθμο ClustalW, με αντίστοιχα 
γονίδια συγγενών μικροοργανισμών, των οποίων οι αλληλουχίες είναι διαθέσιμες στο διαδίκτυο 
(όπως προέκυψαν από τον αλγόριθμο BLAST), μέσω του λογισμικού CLC Sequence Viewer 6. 
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Εικόνα 25. Εξελικτικές σχέσεις 84 ταξινομικές μονάδες. Η απεικόνιση της εξελικτικής ιστορίας 
πραγματοποιήθηκε μέσω της μεθόδου Neighbor-Joining. Παρουσιάζεται το βέλτιστο δενδρόγραμμα. Δίπλα 
στους κλάδους παρουσιάζεται το ποσοστό των αντιγράφων των δέντρων στα οποία τα συσχετιζόμενα taxa 
συγκροτούν μια ομάδα, μέσω της δοκιμής bootstrap (1000 αντίγραφα). Με το πράσινο χρώμα παρουσιάζονται 
τα δείγματα που απομονώθηκαν από το μπρόκολο καλλιεργημένο στον ερασιτεχνικό αγρό. Με το κόκκινο 
χρώμα εμφανίζονται τα δείγματα που απομονώθηκαν από το μπρόκολο συμβατικής καλλιέργειας. Ενώ με το 
μπλε χρώμα παρουσιάζονται τα δείγματα που απομονώθηκαν από το μπρόκολο της βιολογικής καλλιέργειας. 
Όλες οι φυλογενετικές αναλύσεις πραγματοποιήθηκαν με το λογισμικό CLC Sequence Viewer 6.  
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3.5 Κατασκευή 16S rDNA βιβλιοθήκης (clone library) 
Στα πλαίσια της παρούσας μεταπτυχιακής διατριβής έγινε και μια προσπάθεια ταυτοποίησης 
εκείνης της ενδοφυτικής βακτηριακής μικροχλωρίδας, που δεν έγινε δυνατό να απομονωθεί με 
τις μεθόδους καλλιέργειας. Για αυτό το λόγο απομονώθηκε ολικό DNA από άνθη μπρόκολου 
που προήλθαν από δύο διαφορετικές πηγές. Το πρώτο αγοράστηκε από γνωστή αλυσίδα σούπερ 
μάρκετ και είναι εισαγωγής από την Ιταλία, ενώ το δεύτερο αγοράστηκε από λαϊκή αγορά. Και 
τα δύο δείγματα είναι συμβατικής καλλιέργειας. Μετά το στάδιο της απομόνωσης ολικού DNA 
από κάθε δείγμα χωριστά, τα δύο δείγματα DNA ενώθηκαν σε ίση αναλογία. Χρησιμοποιήθηκαν 
αρκετά ζεύγη εκκινητών. Πιο συγκεκριμένα χρησιμοποιήθηκε το ζεύγος εκκινητών 8F-1512R, 
διότι ενισχύουν βακτηριακό 16S rDNA στο Fragaria ananassa  (de Melo Pereira, et al. 2011). 
Επίσης χρησιμοποιήθηκε το ζεύγος των εκκινητών  63F-1087R σε μία προσπάθεια ενίσχυσης 
βακτηριακού 16S rDNA (Hauben, et al. 1997). Επιπλέον χρησιμοποιήθηκαν και τα ζεύγη των 
εκκινητών 799F-1087R και 799F-1512R γιατί ενισχύουν βακτηριακό 16S rDNA στο  Oryza 
sativa (Sun, et al. 2008).  Τελικά δεν έγινε δυνατό να ενισχυθεί τμήμα του βακτηριακού 16S 
rDNA από το άνθος του φυτού Brassica oleracea με κανέναν από τους παραπάνω συνδυασμούς 
εκκινητών. Πιθανότατα οι συγκεκριμένοι εκκινητές στο Brassica oleracea να ενισχύουν το 
μιτοχονδριακό DNA του φυτού και όχι το βακτηριακό DNA.       
Έγινε από την αρχή απομόνωση DNA με τη μέθοδο CTAB που αναφέρεται λεπτομερέστερα 
στο κεφάλαιο «υλικά και μέθοδοι». Το μπρόκολο που χρησιμοποιήθηκε αγοράστηκε από 
γνωστή αλυσίδα σούπερ μάρκετ, συμβατικής καλλιέργειας.  
Αυτή τη φορά χρησιμοποιήθηκε ένα καινούργιο ζεύγος εκκινητών, οι 63F/783R για την 
ενίσχυση του SSU rDNA των ενδοφυτικών βακτηρίων, καθώς στο άρθρο αναφέρεται η 
απομόνωση βακτηριακού DNA από τις ρίζες των φυτών Triticum aestivum και Spinacea 
oleracea (Sakai, et al. 2004). Οι συνθήκες αναφέρονται στο κεφάλαιο «υλικά και μέθοδοι», 
καθώς επίσης και οι συνθήκες ηλεκτροφόρησης.  
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Εικόνα 26. Ενίσχυση του βακτηριακού SSU rDNA (~800 bp), με το ζεύγος εκκινητων 63f-783r από μπρόκολα 
συμβατικής καλλιέργειας. 
 
Από τα αποτελέσματα αλληλούχισης της 16S rDNA βιβλιοθήκης, φαίνεται να ενισχύθηκε 
μόνο το μιτοχονδριακό DNA του Brassica oleracea. Τα αποτελέσματα της ταυτοποίησης όλων 
των κλώνων ήταν ίδια (μιτοχονδριακό DNA του Brassica oleracea) εκτός του κλώνου Br18 του 
οποίου η ταυτοποίηση με βάση τον αλγόριθμο BLAST, μέσω της βάσης γενετικών δεδομένων 
NCBI έδειξε τα παρακάτω:  








Ακολούθως χρησιμοποιήθηκε το πρόγραμμα CLC Sequence Viewer 6, για την απεικόνιση 
του φυλογενετικού δένδρου των αποτελεσμάτων της clone library. Τα αποτελέσματα 
παρουσιάζονται παρακάτω. 
 
Uncultured bacterium clone NT04a1_21613 16S 
ribosomal RNA gene,partial sequence 
Pachycladon cheesemanii chloroplast, complete 
genome 
Pachycladon enysii chloroplast, complete genome 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 11:56:15 EET - 137.108.70.7
 49 
 
Εικόνα 27. Εξελικτικές σχέσεις 43 ταξινομικές μονάδες. Η απεικόνιση της εξελικτικής ιστορίας 
πραγματοποιήθηκε μέσω της μεθόδου Neighbor-Joining. Παρουσιάζεται το βέλτιστο δενδρόγραμμα. Δίπλα 
στους κλάδους παρουσιάζεται το ποσοστό των αντιγράφων των δέντρων στα οποία τα συσχετιζόμενα taxa 
συγκροτούν μια ομάδα, μέσω της δοκιμής bootstrap (1000 αντίγραφα). Όλες οι φυλογενετικές αναλύσεις 
πραγματοποιήθηκαν με το λογισμικό CLC Sequence Viewer 6. 
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4 Συζήτηση 
Η παρουσίαση των παραπάνω αποτελεσμάτων μας δείχνει την πληθώρα των 
μικροοργανισμών που ανήκουν στη συμβιωτική κοινότητα, του άνθους του μπρόκολου. Στους 
πίνακες που παρατίθενται στο κεφάλαιο 3, φαίνεται ότι το μεγαλύτερο ποσοστό των 
μικροοργανισμών ανήκουν στο γένος Pseudomonas, κάτι το αναμενόμενο από την υπάρχουσα 
βιβλιογραφία για ενδοφυτικά βακτήρια.  
Ορισμένα είδη των βακτηρίων που απομονώθηκαν στην παρούσα εργασία, έχουν καταγραφεί 
βιβλιογραφικά ως παθογόνα των φυτών. Από το σύνολο των 84 απομονωμένων taxa, ως 
παθογόνα χαρακτηρίζονται μόνο τα 6. Παρακάτω παρατίθεται αναλυτικότερα ο παθογόνος 
χαρακτήρας των βακτηρίων αυτών.  
Το βακτήριο Pseudomonas lurida είναι φυλογενετικά κοντά με το βακτήριο Pseudomonas 
tolaasii και τα δύο έχουν καταγραφεί ως παθογόνα βακτήρια των φυτών. Βιβλιογραφικά 
αναφέρεται ο ρόλος της Pseudomonas lurida, ως βακτήριο το οποίο αποικεί την φυλλόσφαιρα 
του γρασιδιού (Behrendt et al, 2007). Η Pseudomonas tolaasii, έχει χαρακτηριστεί ως 
βακτηριοφάγο και ως παθογόνο των καλλιεργούμενων μανιταριών, προκαλώντας καφέ κηλίδες, 
ασθένεια που στη διεθνή βιβλιογραφία αναφέρεται ως «brown block» (Nguyen et al, 2012). Η 
Pseudomonas salomonii, βιβλιογραφικά αναφέρεται ως παθογόνο βακτήριο του σκόρδου, 
προκαλώντας την ασθένεια «café au late» (Gardan et al, 2002).  
Η Pseudomonas viridiflava, καταγράφεται ως ένα από τα βακτήρια που προκαλούν την 
ασθένεια σήψης της εντεριώνης στη τομάτα, ενώ προκαλεί βακτηρίωση στα σολανώδη φυτά, 
υγρές βακτηριακές σήψεις σε μεγάλη γκάμα φυτικών οικογενειών εκτός των σταυρανθών, και 
βακτηριακή κηλίδωση στην αγγουριά (Παναγόπουλος, 2000). Επίσης προκαλεί νεκρωτικές 
κηλίδες σε καρπούς τομάτας (Τζάμος, 2007). Επίσης χαρακτηρίζεται ως παθογόνο του φυτού 
Arabidopsis thaliana (Marina  et al, 2013; Lefort  et al, 2013).  
Το βακτήριο Pseudomonas fluorescens αναφέρεται στη διεθνή βιβλιογραφία ως ένα από τα 
βακτήρια που προκαλούν τη σήψη της εντεριώνης στη τομάτα και υγρές σήψεις κυρίως στα 
σταυρανθή, επίσης αναφέρεται και η πηκτινολυτική του δράση (Παναγόπουλος, 2000). 
Μέσω της βιβλιογραφίας μας δόθηκαν μερικές απαντήσεις για τον πιθανό ρόλο ορισμένων 
μικροοργανισμών στο άνθος του μπρόκολο, όπως επίσης επιβεβαιώθηκε και η ενδοφυτική τους 
ιδιότητα.   
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Σε μελέτη που έγινε στο άνθος του τριαντάφυλλου βρέθηκαν ενδοφυτικά βακτήρια του 
γένους Acinetobacter και Bacillus (Bahig El-Deeb et al, 2012), είδη τα οποία απομονώθηκαν και 
στην παρούσα μελέτη. Επίσης καταγράφηκε η παρουσία ενδοφυτικών βακτηρίων του γένους 
Pseudomonas και Bacillus στα άνθη του σταφυλιού ( Compant et al, 2011). Τα ίδια γένη 
εμφανίστηκαν και σε μελέτη που αφορά τους ενδοφυτικούς οργανισμούς που διαβιούν στο 
φρούτο της φράουλας (de Melo Pereira et al, 2012).  
Γένη του βακτηρίου Pseudomonas απομονώθηκαν από μίσχο δημητριακών με βακτηρίωση. 
Πιο συγκεκριμένα απομονώθηκα τα είδη P. fluorescens, P. tolaasii, P. reactans (Bobrova , 
2005), τα οποία απομονώθηκαν και στην παρούσα εργασία. Από τη ρίζα του φυτού Platycodon 
grandiflorum που χρησιμοποιείται στην κινέζικη παραδοσιακή ιατρική, απομονώθηκαν 
βακτήρια Bacillus spp. (Asraful Islam SM, 2010). Από τους καρπούς του φυτού Coffea arabica  
έχουν απομονωθεί τα παρακάτω γένη ενδοφυτικών μικροοργανισμών: Bacillus, Staphylococcus, 
και Paenibacillus (Oliveira, 2013). Επομένως, συγκρίνοντας τα αποτελέσματά μας με αυτά των 
παραπάνω εργασιών, διαπιστώσαμε την ενδοφυτική ικανότητα των βακτηριακών στελεχών, η 
απομόνωση των οποίων πραγματοποιήθηκε στα πλαίσια της παρούσας μελέτης.  
Επισημαίνεται επίσης ο έντονος ανταγωνιστικός χαρακτήρας του βακτηρίου Pseudomonas 
fluorescens , γεγονός που επιτρέπει τη χρήση του για τη βιολογική αντιμετώπιση της ασθένειας 
«βακτηριακό κάψιμο». Επιπρόσθετα, φαίνεται να ανταγωνίζεται το επιφυτικό παγοπυρηνωτικό 
παθογόνο Pseudomonas syringae (Παναγόπουλος, 2007). Επίσης χαρακτηρίζεται και ως 
επιφυτικό παγοπυρηνοποιητικό βακτήριο, καταλύει δηλαδή τον σχηματισμό πάγου σε 
θερμοκρασίες σχετικά υψηλότερες του φυσιολογικού (Τζάμος, 2007). Το ίδιο βακτήριο έχει 
επίσης καταγραφεί ως ένας παράγοντας που προωθεί τη συμβίωση μανιταριών με ένα είδος 
πεύκου (Cusano AM et al, 2011). Το βακτήριο Pseudomonas fluorescens είναι φυλογενετικά 
κοντά στο βακτήριο Pseudomonas fragi. Το βακτήριο Pseudomonas fragi αναφέρεται ως 
διασπαστής λαδιού και μελετάται η χρήση του στην αποτροπή της σήψης τροφών (Klein G et al, 
2013). 
 Οι ουσίες φλαγελλίνη και λιποπολυσακχαρίτες των παθογόνων βακτηρίων Pseudomonas 
spp., έχει βρεθεί πως υπάρχουν και στην επιφάνεια των κυττάρων των ευεργετικών βακτηρίων 
(για τον ξενιστή) του γένους Pseudomonas spp., και είναι πιθανοί παρακινητές του 
ανοσοποιητικού συστήματος του ξενιστή. Η αρχική μορφή της φλαγελλίνης και των 
λιποπολυσακχαριτών, παραγόμενα από τα μη παθογόνα βακτήρια, κλώνους του Pseudomonas 
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fluorescens WCS417 και WCS374, και Pseudomonas putida WCS358, έχουν διαφορετικές 
επιπτώσεις στην ενίσχυση του ανοσοποιητικού συστήματος των φυτών Arabidopsis, τομάτα και 
φασόλι. Οι ουσίες αυτές προτείνουν στον ξενιστή συγκεκριμένα να αναγνωρίσει αυτούς τους 
ευεργετικούς μικροοργανισμούς.(Van Wees et al, 2008) 
Το βακτήριο Pseudomonas reactans έχει καταγραφεί ως μέλος της κοιλιακής χλωρίδας της 
κατσαρίδας Blattella germanica (Zhang F et al, 2013). Επιπρόσθετα, το βακτήριο Paenibacillus 
pabuli καταγράφεται ως ενδοφυτικό βακτήριο του καπνού, το οποίο δρα ανταγωνιστικά με το 
παθογόνο βακτήριο Phytophthora (Wang H et al, 2012).  
Το βακτήριο Paenibacillus amylolyticus αναφέρεται να έχει έντονη αντιβακτηριδιακή 
ιδιότητα, λόγω της παραγωγής της δραστικής ουσίας πολυμυξίνη Ε (DeCrescenzo Henriksen E 
et al, 2007). 
Το βακτήριο Bacillus subtilis, όπως και το βακτήριο Pseudomonas fluorescens, 
βιβλιογραφικά αναφέρονται ως ανταγωνιστικά του μύκητα Colletotrichum higginsianum, 
(Rakotoniriana EF et al, 2013). Σε μια άλλη μελέτη αναφέρεται η αντιβακτηριδιακή, αντιική και 
γενικότερα φυτοπροστατευτική του δράση (Nihorimbere et al, 2009). Το βακτήριο Bacillus 
subtilis έχει επίσης απομονωθεί και από τον καρπό της φράουλας (de Melo Pereira et al, 2012), 
καθώς επίσης και από τα φύλλα του φυτού Swietenia macrophylla στον Αμαζόνιο (Coêlho et al, 
2011). Το βακτήριο B. subtilis είναι φυλογενετικά κοντά στο βακτήριο B. safensis. Το βακτήριο  
B. subtilis έχει επίσης απομονωθεί και από τις εναέριες ρίζες του φυτού Ficus benghalensis, σε 
μελέτη που έγινε με σκοπό την ανεύρεση μυκητο-ανταγωνιστικών βακίλων (Pathak, 2013). 
Προτείνεται επίσης και η χρήση του για τη βιολογική αντιμετώπιση της ασθένειας «βακτηριακό 
κάψιμο» στα πυρηνόκαρπα (Παναγόπουλος, 2007). 
Ως προς τα απομονωθέντα ενδοφυτικά βακτήρια της παρούσας μελέτης, είναι σημαντικό να 
αναφερθεί ότι τα βακτήρια Pseudomonas lurida και Acinetobacter sp. Tpl-26, απομονώθηκαν 
μόνο από το δείγμα της συμβατικής καλλιέργειας. Τα βακτήρια του γένους Bacillus 
απομονώθηκαν μόνο από το δείγμα του ερασιτεχνικού αγρού. 
Τα παραπάνω αποτελέσματα χρήζουν περεταίρω μελέτης, καθώς μένει αναπάντητο το 
ερώτημα του ρόλου του κάθε βακτηρίου στο συγκεκριμένο τμήμα του φυτικού ιστού του 
μπρόκολου. Θα πρέπει να γίνουν περισσότερες μελέτες για τη μεταξύ των μικροοργανισμών 
σχέση, είναι δηλαδή εξαρτώμενες, αλληλοεξαρτώμενες, ή ανταγωνιστικές; 
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Από τα αποτελέσματα της προσπάθειας δημιουργίας μιας 16S rDNA βιβλιοθήκης στα 
πλαίσια της παρούσας μεταπτυχιακής διατριβής, προκύπτει ότι χρειάζεται περεταίρω έρευνα 
προκειμένου να βρεθεί το σωστό ζεύγος εκκινητών που να αποκλείει την ενίσχυση του 
μιτοχονδριακού DNA του Brassica Oleracea. Παρόλο που οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν 
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